Evaluación del modo de acción de toxinas de dinoflagelados y cianobacterias en células hepáticas by López Alonso, Henar
  
  
UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA 
FACULTAD DE VETERINARIA 
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA 
EVALUACIÓN DEL MODO DE ACCIÓN DE  
TOXINAS DE DINOFLAGELADOS Y CIANOBACTERIAS  
EN CÉLULAS HEPÁTICAS 
Tesis doctoral 












Que la tesis doctoral titulada “Evaluación del modo de acción de toxinas de 
dinoflagelados y cianobacterias en células hepáticas”, recogida en la presente 
memoria, de la que es autora la Licenciada en Veterinaria por la Universidad de 
Santiago de Compostela Dña. Henar López Alonso, ha sido realizada bajo su 
codirección en el departamento de Farmacología de la Facultad de Veterinaria y 
cumple las condiciones exigidas para que su autora pueda optar al grado de Doctora 
por la Universidad de Santiago de Compostela, otorgando su aprobación para la 
lectura y defensa de la misma. 
Para que así conste a los efectos oportunos, firma la presente en Lugo, a 24 de 





Luis M. Botana López                                                                 Henar López Alonso 
Doctor en Farmacia  
Codirector de tesis 
  
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA 
Facultad de Veterinaria 
Campus Universitario 
27002, Lugo (Spain) 
Tel.: + 34 982822233 




Juan Andrés Rubiolo, Doctor contratado por el departamento de Farmacología de la 






Que la tesis doctoral titulada “Evaluación del modo de acción de toxinas de 
dinoflagelados y cianobacterias en células hepáticas”, recogida en la presente 
memoria, de la que es autora la Licenciada en Veterinaria por la Universidad de 
Santiago de Compostela Dña. Henar López Alonso, ha sido realizada bajo su 
codirección en el departamento de Farmacología de la Facultad de Veterinaria y 
cumple las condiciones exigidas para que su autora pueda optar al grado de Doctora 
por la Universidad de Santiago de Compostela, otorgando su aprobación para la 
lectura y defensa de la misma. 
Para que así conste a los efectos oportunos, firma la presente en Lugo, a 24 de 





Juan Andrés Rubiolo                                                                   Henar López Alonso 
Doctor en Ciencias e  
Ingeniería de los Alimentos 
Codirector de tesis
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA 
Facultad de Veterinaria 
Campus Universitario 
27002, Lugo (Spain) 
Tel.: + 34 982822233 


































A Luis M. Botana por haberme dado la oportunidad de trabajar en este laboratorio, por 
sus esfuerzos para que este cuente con la financiación suficiente, por los valiosos 
consejos que han hecho más fácil el desarrollo de esta tesis, y por hacer de este 
departamento, diverso y numeroso, un grupo al que es fácil unirse en el trabajo y la 
convivencia. 
A Juan, por estar siempre dispuesto a explicar, por haberme enseñado, ayudado y 
animado en algunos momentos difíciles. Por haberme ofrecido siempre una actitud 
amable y educada, y por haberme tratado como a un compañero. En definitiva, por ser 
un gran investigador y una mejor persona. 
A toda la gente que trabaja en el laboratorio y que directa o indirectamente ha 
participado en esta tesis, por su ayuda en estos años. 
A mis dos compañeros del antiguo “comedor”, por los buenos momentos, las charlas 
agradables, las risas, y por hacer que uno tenga más ganas de venir a trabajar cada 
mañana. 
A mis compañeros de pasillo, a mis “compis” de despacho, y en especial a la 
encargada de la intendencia, por hacer de éste un ambiente agradable donde estudiar, 
escribir, comentar, e incluso merendar. 
Y mil gracias a todos los que me quieren y que por supuesto adoro, en especial a los 




























ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
 ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
AO: Ácido okadaico 
ASP: Envenenamiento por toxinas amnésicas 
AZP: Azaspirácidos 
CA: Ciclina A 
CB: Ciclina B 
CD: Ciclina D 
CDKs: Quinasa dependientes de ciclinas 
CE: Ciclina E 
CFP: Envenenamiento por ciguatoxina 
CYN: Cilindrospermopsina 
CYP450: Citocromo P450 
Da: Dalton 
DL50: Dosis letal 50 
DSP: Envenenamiento por toxinas diarréicas 
DTX-1, DTX-2, DTX-3: Dinofisistoxina -1, -2, -3 
DTXs: Dinofisistoxinas 
EGF: Factor de crecimiento epitelial 
eq: equivalentes 
EU-NRL: Laboratorios nacionales de referencia de la unión europea 
FAO: Organización de la naciones unidas para la agricultura y la alimentación 
FITC: Isotiocianato de fluoresceína 
h: hora 
HAB: Floraciones algales nocivas 
HGF: Factor de crecimiento hepático 
H.P.: Hepatocitos Primarios 
IC50: Concentración inhibitoria 50 
IOC: Comisión Oceanográfica Intergubernamental de la UNESCO 
 I.P.: Yoduro de propidio 
kg: Kilogramo 







NSP: Envenenamiento por toxinas neurotóxicas 
OMS: Organización mundial de la salud 
PC: Punto de control 
PP1, PP2, PP3: Fosfatasas de serina-treonina 1, 2A y 3 
PR: Punto de restricción 
PSP: Envenenamiento por toxinas paralizantes 
PTXs: Palitoxinas 
ROS: Especies reactivas de oxígeno 
Ub: Ubiquitina 
UE-NLRs: laboratorios de referencia de la UE de biotoxinas marinas 
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Entre los ecosistemas acuáticos del planeta se encuentran mares, océanos, ríos, lagos 
y cualquier otro hábitat en el que exista un cuerpo de agua. Se clasifican en 
ecosistemas de agua dulce y ecosistemas marinos. Estos ambientes acuosos ofrecen 
unas condiciones ambientales uniformes y relativamente estables para el desarrollo y 
supervivencia de diversas biocenosis (conjunto de especies que coexisten en un 
biotipo: microorganismos, especies vegetales y animales) [1]. Entre los diversos 
organismos que viven en estos ecosistemas se encuentran las microalgas y las 
cianobacterias, que son componentes del fitoplancton. Éstas, como resultado de su 
metabolismo, producen diversos metabolitos secundarios con estructuras que no se 
observan en otros tipos de organismos vivos, y que en ocasiones poseen una 
actividad tóxica considerable [2]. Además de su capacidad tóxica, a alguna de estas 
moléculas se les atribuye propiedades aplicables en el campo de la biomedicina, como 
es la potencial capacidad anti-tumoral, anti-fúngica, anti-microbiana, anti-viral, etc. [3-
11]. Estos metabolitos secundarios reciben el nombre de ficotoxinas, y pueden ser 
liberados al agua o ser acumuladas en el interior de sus organismos productores, se 
cree que como mecanismo de protección [12]. Dichas moléculas pueden causar daños 
de diversa magnitud en peces y mamíferos, bien sea entrando en contacto con los 
tejidos, siendo inhaladas como aerosol de agua cargada con estas microalgas, o 
siendo ingeridas. Este último supuesto es el más frecuente, y el que supone mayor 
peligro para la salud pública. En muchos casos, estos metabolitos se acumulan a lo 
largo de la cadena trófica (por ejemplo la tetrodotoxina en el pez globo, y el ácido 
domóico en mejillones, almejas y vieiras), y en última instancia pueden ser ingeridos 
por animales o por el ser humano, hecho que hace que representen un riesgo 
importante. Las intoxicaciones por consumo de alimentos de origen marino 
contaminados con toxinas no son algo nuevo, datos que se remontan a 1793 ya hacen 
referencia a una intoxicación alimentaria a causa del consumo de bivalvos. Cada año 
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se detectan en todo el mundo numerosos casos de personas intoxicadas, 
aproximadamente un 15% de éstas con resultado de muerte [13]. Los episodios de 
intoxicación no solo afectan a humanos, también se han descrito casos de animales 
afectados, como mamíferos marinos [14], aves y ungulados que se intoxicaron al 
ingerir el agua de bebida contaminada [15, 16]. Por lo tanto, estas floraciones de 
microalgas y cianobacterias resultan ser un claro problema ecológico y de salud 
pública, y además, cabe destacar que estas floraciones también representan un 
importante problema económico para sectores como la pesca extractiva, la acuicultura 
y el turismo [13, 17]. 
En diversas costas del planeta se da cíclicamente un crecimiento exponencial de todas 
o algunas especies fitoplanctónicas (es el fenómeno conocido como “bloom o 
floración”) [18]. Las floraciones de cianobacterias o microalgas con frecuencia 
producen un cambio en la coloración del agua en la que se encuentran, y en 
ocasiones estas se tornan rojizas, de ahí que originalmente fueran conocidas como 
“marea roja”, término que sigue siendo empleado. Esto puede dar lugar a equívocos, 
ya que algunas microalgas tóxicas dan lugar a otras coloraciones o no producen 
cambio alguno en la apariencia de las aguas. Las citadas floraciones han tenido lugar 
de forma natural a lo largo de la historia. Sin embargo, en los últimos 20 años se ha 
observado un claro incremento de frecuencia, intensidad y distribución geográfica de 
las floraciones de microalgas y cianobacterias. La variación de factores como son: el 
exceso de nutrientes disponibles, el incremento de la temperatura del agua, los 
cambios de luminosidad y salinidad, y la mayor o menor ingesta por parte del 
zooplancton, favorecen el rápido crecimiento exponencial del fitoplancton, llegando a 
encontrarse en cantidades de hasta millones de células por mililitro [13]. En el caso de 
los recursos de aguas continentales hay otros condicionantes a tener en cuenta, que 
cobran especial interés a la hora de adoptar medidas preventivas para procurar reducir 
la incidencia de estas floraciones de cianobacterias. Estos factores son principalmente: 
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el tiempo de permanencia de las aguas, la forma de los embalses, y la aridez de orillas 
y zonas próximas a los cauces. El hecho de que los terrenos adyacentes a los 
recursos hídricos sean zonas estériles o secas favorece el lavado del suelo, y esto 
contribuye al incremento de nutrientes y partículas en suspensión en el agua. La 
presencia de estas partículas le aporta al agua una mayor turbidez, de este modo la 
luminosidad a cierta profundidad se ve modificada y así el hábitat puede ser más 
favorable para el crecimiento de ciertas especies del fitoplancton [19]. 
Algunos de estos parámetros que hacen el ambiente acuático más favorable para el 
sobrecrecimiento del fitoplancton se asocian cada vez más al cambio climático [20], al 
incremento de la actividad de transporte marítimo, y sobre todo a la eutrofización 
creciente de las aguas costeras [13]. La superpoblación, y por tanto el incremento de 
deshechos procedentes de los hogares, así como el incremento de la actividad 
industrial y de los residuos que estas generan, ha tenido como consecuencia una 
alteración considerable de estos parámetros, cuestión que se relaciona de forma clara 
con la frecuencia de las floraciones [21, 22]. Estas floraciones son producidas por 
aproximadamente un 6% de las 5000 especies de fitoplancton conocidas. Entre las 
especies del fitoplancton capaces de sintetizar estas sustancias tóxicas están los 
dinoflagelados (que representan un 75% del total de especies productoras de 
ficotoxinas marinas), las diatomeas, y las cianobacterias [23, 24]. A día de hoy se sabe 
que cerca de 40 especies de microalgas marinas (principalmente dinoflagelados) son 
potencialmente productores de sustancias tóxicas [25], y en lo concerniente a las 
cianobacterias se calcula que son tóxicas más del 50% de las floraciones, con un 
amplio rango de especies productoras de estas toxinas [26]. La presencia de éstas 
especies fitoplanctónicas en las costas se ha incrementado considerablemente en las 
últimas décadas, aunque no está claro hasta qué punto esto se debe a un incremento 
de su presencia, o a un importante aumento de la monitorización y muestreo de las 
aguas en diferentes áreas del planeta [13]. 
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Las floraciones de microalgas pueden tener consecuencias negativas sobre la salud 
pública, y sobre la economía de algunas regiones y actividades como son la 
acuicultura, la pesca extractiva y el turismo. Cuando las floraciones tienen 
repercusiones negativas de cualquier tipo, se habla de floraciones nocivas o “HAB” 
(harmful algal blooms) [13]. 
La capacidad dañina de algunas especies de microalgas o cianobacterias puede 
deberse al efecto directo de su presencia. Debido a su proliferación masiva, se 
produce el agotamiento del oxígeno del agua, y por tanto la muerte indiscriminada de 
peces y otros organismos. Por otro lado, en otras ocasiones se produce un 
sobrecrecimiento de especies capaces de producir ficotoxinas. En este caso, el agua 
y/o el fitoplancton pueden estar cargados de sustancias tóxicas. Estos metabolitos 
secundarios son frecuentemente acumulados por organismos filtradores (como los 
bivalvos) y pueden ser trasladados a niveles superiores de la cadena trófica, 
resultando contaminados los peces que se alimenten de estos bivalvos o crustáceos. 
En último término, las ficotoxinas pueden ser ingeridas por el ser humano a través de 
diversos productos alimentarios como los mejillones, almejas, vieiras y otros bivalvos, 
o incluso a través del consumo de peces como el mero, la anguila, la barracuda, etc., 
resultando más tóxicos los peces de mayor tamaño pues acumulan mayores 
cantidades de toxina. Las toxinas también pueden ingresar en el organismo por otras 
vías, como la inhalación o la absorción cutánea, cuando las toxinas están en aguas de 
recreo. Finalmente, algunas especies de microalgas no productoras de moléculas 
tóxicas para el ser humano, son capaces de bloquear la capacidad de filtración de las 
branquias o incluso pueden secretar sustancias hemolíticas, lo que resulta fatal para 
los peces que se encuentran confinados en ambientes reducidos, como es el caso de 
los peces de producción acuícola, provocando grandes tasas de mortalidad, e 
importantes pérdidas económicas para este sector económico [13, 19, 26, 27]. 
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Resumiendo, las consecuencias negativas derivadas de estas floraciones nocivas son 
múltiples: el posible riesgo que supone para la seguridad alimentaria es posiblemente 
la más trascendente, además, los posibles perjuicios económicos pueden ser muy 
serios y afectar a numerosos sectores entre los que cabe destacar la actividad 
acuícola y pesquera, el turismo y otros como son las desalinizadoras. El sector 
acuícola tiene que afrontar pérdidas debidas al incremento de las tasas de mortalidad, 
y a peores índices de conversión entre otras. Así mismo, cuando la monitorización de 
las aguas evidencia un mayor nivel de especies fitoplanctónicas potencialmente 
peligrosas, suele procederse por parte de las autoridades competentes al “cierre” de 
las zonas de captura, y por tanto, el sector se ve obligado a detener la actividad 
extractiva y en ocasiones también la comercialización de especies procedentes de la 
acuicultura, con los consecuentes perjuicios de distinta índole que esto supone. A 
mayores, algunas cianobacterias liberan sustancias volátiles que resultan 
desagradables e incluso irritantes, que sumado al aspecto poco atractivo de las aguas 
con grandes cantidades de microalgas o cianobacterias, hace que las actividades 
turísticas y de recreo se vean también damnificadas [13]. 
Por lo tanto, la presencia de ficotoxinas resulta un claro problema de salud pública, 
además de un problema económico y ecológico. Como consecuencia de todo esto, en 
las últimas décadas se ha visto incrementado el interés de la comunidad científica en 
relación a este tema, así como la preocupación de diversos sectores profesionales 
implicados, y de la sociedad en general, por las posibles consecuencias que este 
fenómeno pudiera tener, ya que cada vez existe un mayor consumo y una mayor 
distribución de productos alimenticios de origen marino [23]. 
1.1-CLASIFICACIÓN DE LAS FICOTOXINAS 
Las intoxicaciones alimentarias causadas por toxinas marinas son diagnosticadas en 
base a la sintomatología clínica (no existe una prueba clínica para determinar la 
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etiología de la intoxicación), de ahí que algunos autores clasifiquen las toxinas en base 
a la sintomatología clínica que el paciente intoxicado manifiesta [23]. En otros 
supuestos, y debido a la aparición reciente de nuevos metabolitos tóxicos, las toxinas 
no se pueden encajar en ninguno de estos grupos, por lo que la clasificación ha ido 
modificándose con el paso del tiempo.  
Basándose en la sintomatología clínica, se sabe que existen toxinas neurotóxicas que 
causan el síndrome conocido como NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning), paralizantes 
que causan el PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), diarreicas responsables del DSP 
(Diarrhetic Shellfish Poisoning), amnésicas causantes del síndrome ASP (Amnesic 
Shellfish Poisoning), la intoxicación por azaspirácidos (AZP), y la intoxicación por 
palitoxinas (PTXs). Por otro lado se conoce la intoxicación causada por el pez Globo, 
por la ciguatera (CFP o Ciguatera Fish Poisoning), y por último las intoxicaciones 
producidas por cianobacterias [28]. Las tablas 1 y 2 resumen las principales toxinas 
conocidas producidas por dinoflagelados, diatomeas y cianobacterias, así como sus 
principales organismos productores, los órganos y tejidos diana, y los síntomas más 
habituales que manifiesta un ser humano u otro mamífero tras resultar intoxicado.  
Algunos autores incluyen, aunque como un grupo aparte, la intoxicación por 
escombroides. Es la intoxicación más frecuente producida por el consumo de 
productos del mar, y su origen radica en el consumo de pescado con altos niveles de 
histamina. La causa de que el pescado contenga niveles de histamina potencialmente 
peligrosos, se debe a la deficiencia en los métodos de conservación del pescado tras 
su captura [23]. 
  
Tabla 1: Clasificación de las toxinas marinas 

























Gymnodinium sp. Pyrodinium sp 
Sinapsis nerviosa 
(bloquea canal de 
calcio) 
Parestesia, dolor de cabeza, ataxia y dismetría, 




Ácido okadaico (AO) 
Dinofisistoxinas (DTXs) 
Prorocentrum sp (P. Lima, 
P. Arenarium…) 





Severos síntomas gastrointestinales: diarrea, 
náuseas, vómitos, retortijones… 
[23, 28, 29, 33-
38] 




Signos de fallo hepático en ratón 
 
[23, 28, 29, 33, 
34, 37, 39] 





Descoordinación motora en ratón 
 











Náuseas y vómitos, dolor de cabeza,  diarrea,  
cambios de estado mental, disfunción del sistema 
nervioso autónomo, amnesia, convulsiones, coma y 
muerte 











Parestesias, signos gastrointestinales, espasmos, 
diplopía,  alteraciones de la marcha, alteración de la 
termo-percepción, dolor músculo-esquelético, y 
dificultad respiratoria 
[23, 28, 29, 33, 
42-46] 




Diarrea, fiebre alta, tos, rabdomiasis, dificultad 
respiratoria, insuficiencia cardíaca… 
[33, 47-50] 






Nauseas, vómitos, diarrea severa, retortijones. 
Reacción inflamatoria por contacto y por inhalación. 
Dificultad respiratoria 
[23, 28, 29, 33, 
51-53] 
Tetrodotoxina Tetrodotoxina (TTX) Vibrio sp 
Sinapsis nerviosa y 
tejido musculo-
esquelético 
Entumecimiento de  cara y extremidades,  
decaimiento, apatía,  parálisis ascendente, fallo 
respiratorio y circulatorio y muerte 
[23, 28, 29, 33, 
54-56] 
1: Ejemplos de los principales organismos productores de las toxinas
  
Tabla 2: Clasificación de las toxinas de agua dulce 



























(LR, LA, YR, RR). 
Microcystis sp, Anabaena sp, 
Nodularia sp, Nostoc sp, 
Oscillatoria sp 
Hígado 






Síntomas asociados a hepatotoxicidad. 
Carcinogénesis 







natans, Rhaphdiopsis curvata 
Hígado, riñón, timo, 
corazón... 
Hepatoenteritis, fallo renal. 
Carcinogénesis. 







Parestesia, dolor de cabeza, ataxia y dismetría, 
vómitos, compromiso respiratorio y muerte 






Pérdida de coordinación, fasciculaciones 
musculares, convulsiones, disnea, apnea y 
muerte 









[58, 63, 64] 
Irritantes Lipopolisacáridos 
 Cualquier tejido 
expuesto 
Eritema en distintos grados, disneas de base 
alérgica, irritación gástrica… 
[58, 65] 
1: Ejemplos de los principales organismos productores de las toxinas
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Existen, por tanto, varios criterios posibles a la hora de encuadrar a estas ficotoxinas 
en una clasificación. Refiriéndose a la ordenación que atiende a los órganos 
afectados, podemos decir que uno de los grupos más relevantes es el de las 
hepatotoxinas. Éstas, en lo referente a su presencia en las aguas y a su repercusión 
para la salud humana son las más frecuentes. Esto se debe, en parte, a la continua 
mejora de la metodología para su análisis, y a la estandarización y extensión de los 
controles para la detección de las mismas [19]. 
1.2-HEPATOTOXINAS 
Las hepatotoxinas son un problema para la salud pública. Algunas, como el ácido 
okadaico (AO) y las dinofisistoxinas (DTXs) (que aunque siendo toxinas diarreicas, 
posteriormente se demostró que también afectan al hígado), pueden ser ingeridas a 
través del consumo de alimentos del mar contaminados [13]. Otras ficotoxinas de agua 
dulce, como las microcistinas (MC), la nodularina o la cilindrospermopsina (CYN), son 
principalmente ingeridas a través del agua de consumo, aunque además existen otras 
vías de entrada que son menos frecuentes, como la inhalación o el contacto con las 
mucosas [66, 67]. 
1.2.1-HEPATOTOXINAS DE ORIGEN MARINO 
El ácido okadaico y las dinofisistoxinas-1, -2, y -3 (DTX-1, DTX-2, DTX-3) son las 
principales toxinas implicadas en el síndrome conocido como “DSP” (diarrhetic 
shellfish poisoning) o envenenamiento por toxinas diarréicas [68]. Este síndrome fue 
descrito por primera vez en Japón a finales de los años 70 del siglo pasado [69], y 
desde entonces ha mostrado una incidencia creciente [70]. El AO se distribuye 
ampliamente a lo largo del planeta [13], y es la toxina DSP predominante en España 
[71] y Europa, si bien se han detectado también grandes cantidades de DTX-2 en las 
costas españolas, portuguesas e irlandesas [72-76]. Desde principios del siglo 21 
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parece estar también presente en mejillones de las costas del sur de Noruega, 
asociada al AO [77]. Este grupo de ficotoxinas marinas se caracterizan por ser todos 
ellos compuestos policétidos que contienen un anillo furano o pirano, y un grupo 
funcional alfa-hidroxi carboxílico. Estas moléculas sólo se distinguen por la posición de 
los grupos metilo [39]. 
 
 R1 R2 R3 R4 P.M. 
AO CH3 H H H 804.5 
DTX-1 CH3 CH3 H H 818.5 
DTX-2 H H CH3 H 804.5 
DTX-3 CH3 CH3 H Acilo  
 
Figura 1: Estructura del AO y DTX-1, -2, y -3 [78]. 
El ácido okadaico le debe su nombre a la esponja de la que se aisló por primera vez a 
principio de los años 80, Halichondria okadai [79]. La DTX-2, se aisló por primera vez 
en Irlanda, en 1992, a partir de extracto de mejillón [80]. A pesar de esto, se sabe que 
son las microalgas de los géneros Dinophysis spp. y Prorocentrum spp. las 
productoras de estos compuestos lipofílicos y termoestables. Son muchas las especies 
productoras de toxinas DSP, entre las que cabe citar Dinophysis acuminata, 
Dinophysis acuta, Dinophysis fortii, Prorocentrum lima y Prorocentrum concavum [81-
83]. La producción de estas toxinas varía en función de la especie y de los morfotipos 
regionales y estacionales de las microalgas [13].  
Las moléculas toxicas se acumulan en la glándula digestiva y en el tejido graso de 
algunos bivalvos, (especialmente los mejillones, pero también vieiras, almejas y 
ostras) que al alimentarse por filtración del fitoplancton contaminado, van acumulando 
grandes cantidades de estas toxinas. Además, los peces que se alimenten con estos 
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filtradores contaminados pueden a su vez acumular estas moléculas, siendo el hígado 
y las gónadas los tejidos del pez que albergan mayor cantidad de toxina [84]. El tiempo 
que un bivalvo necesita estar en un ambiente contaminado para resultar tóxico es muy 
variable y depende de diversos factores como son: la toxicidad de la especie de 
dinoflagelado que esté presente en el agua, la abundancia relativa de otras especies 
no tóxicas [70] y la ausencia de silicatos en el agua (que favorece el crecimiento de 
especies de Dinoflagelados) [85]. El tiempo necesario para que los bivalvos eliminen 
las toxinas acumuladas es también variable, a pesar de esto, algunos estudios 
apuntan a que en general parecen presentar un patrón bifásico que comprende una 
fase de eliminación rápida de unos pocos días de duración y otra fase de pérdida más 
gradual durante las semanas siguientes [86]. Sin embargo, otros estudios no han 
podido establecer con certeza esta diferenciación de fases [87].Por tanto, el patrón de 
acumulación y depuración de toxina es particular para cada tipo de bivalvo, y parece 
ser independiente de la toxina de que se trate. 
Cuando el ser humano ingiere estos alimentos contaminados con toxinas DSPs, se 
producen síntomas gastrointestinales de distinta intensidad, aunque generalmente 
severos, y relacionados directamente con la cantidad de toxina ingerida. Los síntomas 
aparecen poco tiempo después de la ingesta, entre los 30 minutos y las dos horas 
posteriores, habitualmente son autolimitantes, y en ningún caso letales, observándose 
una mejoría clínica del paciente intoxicado en 3-4 días [70, 88].  
Respecto al mecanismo de acción de estos compuestos, se ha demostrado que las 
toxinas DSP son inhibidores de las fosfatasas de serina-treonina 1, 2A y 3 (PP1, PP2A 
y PP3) [13, 89, 90]. Las fosfatasas son un grupo de proteínas estrechamente 
relacionadas con diversos procesos metabólicos de la célula. Esta inhibición puede 
explicar la temprana inflamación en la mucosa intestinal y la aparición repentina de la 
diarrea como síntoma predominante de estas intoxicaciones, pues la inhibición de las 
fosfatasas por parte del AO provoca una hiperfosforilación de las proteínas que 
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controlan la liberación de sodio y de las proteínas citoesqueléticas o de unión, 
produciendo una liberación descontrolada de solutos y consecuentemente una pérdida 
pasiva de fluidos hacia el lumen intestinal [13, 83, 84]. 
Estudios in vivo realizados en ratón, revelan que tras la administración vía oral de AO 
se producen daños en hígado, intestino delgado y en el estómago no glandular [91-
93]. Además, como muestran los resultados expuestos durante el encuentro del año 
2001 de los laboratorios de referencia de la UE de Biotoxinas marinas (UE-NLRs), el 
AO se absorbe con facilidad a través del epitelio gastrointestinal, pues trascurridos 
5 minutos desde la administración vía oral, la toxina estaba presente en pulmón, 
hígado, corazón, riñón e intestino delgado y grueso. Transcurridas dos semanas el AO 
seguía presente en vasos sanguíneos e hígado, y hasta cuatro semanas más tarde en 
intestino [94, 95]. También se ha publicado que el AO atraviesa la barrera 
hematoplacentaria de ratonas preñadas [96]. Ensayos realizados con ratones 
mostraron que la dosis empleada de AO y otras toxinas, y posiblemente la vía de 
administración de las mismas, determina los órganos que se ven afectados y la 
severidad de las lesiones observadas [93]. Yasumoto et al en 1978, observaron como 
las DSPs eran mucho más letales cuando se administraban vía oral que vía 
intraperitoneal [69], sin embargo publicaciones posteriores han demostrado que la 
dosis letal de estas toxinas administradas por vía oral es de 3 a 6 veces superior a la 
dosis letal cuando se administra vía parenteral, y así lo recoge un informe del 
encuentro FAO/WHO/IOC del 2006 [97]. Esta discrepancia puede tener explicación en 
el hecho de que Yasumoto et al en 1978 emplearon extractos de mejillón contaminado, 
y estos podrían contener otras moléculas tóxicas no contempladas en el artículo. 
Aunque al AO se le considera generalmente una enterotoxina [98, 99], tras una 
administración intravenosa en la rata, el AO resulta ser una potente hepatotoxina pero 
con signos gastrointestinales indetectables [100]. En 1996, Matías et al. realizaron un 
estudio en el que inyectaron una dosis única de AO marcado radioactivamente vía 
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intramuscular a ratones, este trabajo indica que en el patrón de excreción del AO están 
implicadas la secreción biliar y la circulación entero-hepática [101].  
Además de los mencionados signos gastroentéricos asociados a la intoxicación por 
toxinas DSP, también son conocidos otros efectos nocivos. Franchinia et al. publicaron 
un trabajo en el que observaban como bajas dosis de esta toxina administrada a 
ratones vía oral ejercen inmunosupresión [102]. En otros estudios también se constató 
una marcada inmunosupresión reversible en monocitos humanos de sangre periférica 
cuando se trataron estas células en condiciones in vitro con dosis bajas de AO [70]. 
Aunque el AO (activado metabólicamente o no) sobre células de Salmonella 
typhimurium no parece tener capacidad mutagénica [103], en células eucariotas se ha 
demostrado que el AO tiene una potente capacidad mutagénica. Sobre células de 
pulmón de hámster se evaluó la mutagénesis del AO no activado metabólicamente, y 
los autores del estudio sugirieron que esta propiedad no se debe a la formación de 
aductos, sino a que probablemente el estado de fosforilación de las proteínas 
reparadoras de ADN se altera, y esto es lo que favorece la mutagénesis [70]. Otros 
autores afirman que la formación de aductos es posible, y está condicionada por las 
dosis de AO empleadas para el tratamiento de diversas líneas celulares (BHK21, C13 
y HESV) [104]. Por otro lado son varios los estudios que han demostrado que algunas 
DTXs como el AO y la DTX-1 promueven tumores en diversos órganos como la piel, el 
hígado y el estómago de ratas y ratones [105-107]. Según los primeros estudios 
realizados por Fujiki, H. et al, al aumentar la cantidad de proteínas fosforiladas en los 
sistemas celulares, se promueven los tumores, lo que resalta la capacidad de las 
proteínas fosfatasas como supresores tumorales [107, 108]. Sin embargo, posteriores 
artículos de este mismo grupo han demostrado que la inhibición de las proteínas 
fosfatasas no es suficiente para que se presente un mayor desarrollo de tumores 
 [109]. En este sentido, una reciente revisión afirma que posiblemente la irritación 
producida por estas toxinas sea esencial en el desarrollo de tumores asociado al AO, 
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no así la inhibición de las proteínas fosfatasas, y se llega a la conclusión de que es 
necesaria una re-evaluación del mecanismo de toxicidad de estas toxinas, al menos 
en lo concerniente a su capacidad mutagénica [110]. En referencia a la genotoxicidad 
y la capacidad de promover tumores de la DTX-2, no hay datos publicados. En el ser 
humano el efecto genotóxico a largo plazo del AO y las DTXs se desconocen [25]. 
Tanto in vitro como in vivo, la DTX-2 ha mostrado ser una toxina menos potente que el 
AO. Por vía intraperitoneal en ratón la DL50 (cantidad de una sustancia necesaria para 
matar a la mitad de la población sometida a estudio [111]) de la DTX-2 fue de 
≈ 337,5 µg/kg, y para el AO de ≈ 212,5 µg/kg, por tanto, el AO resulta ser un 40% más 
tóxico que la DTX-2. Así mismo, en la capacidad de inhibición de las fosfatasas se ha 
constatado que el AO es casi dos veces más potente que la DTX-2, lo que concuerda 
perfectamente con la idea de que es este el principal mecanismo citotóxico de estas 
moléculas [77]. La diferencia de potencia entre el AO y la DTX-2 es mayor en cultivos 
primarios de neuronas cerebelares, observándose que el AO es unas 4 veces más 
tóxico que la DTX-2. Tras incubarse estas células durante 24 horas con la toxina, se 
determinó que la IC50 (concentración de una molécula necesaria para inhibir el 50% de 
una actividad biológica [111]) de DTX-2 es ≈ 8 nM, mientras que para el AO es 
de ≈ 2 nM  [112]. Sería interesante contar con resultados de ensayos in vivo que 
permitiesen determinar una DL50 comparada entre AO y DTX-2 administradas por vía 
oral, ya que esta es la vía de contaminación más probable para el ser humano. Esto 
no se ha realizado hasta el momento, posiblemente debido a la escasez de DTX-2 
disponible, lo que hace que sólo se hayan publicado datos a este respecto para el 
AO [77]. La literatura referente a la toxicidad aguda del AO administrado vía oral 
aporta datos variables en cuanto a la dosis letal para ratones, que va desde los 400 a 
los 2000 mg/kg [91, 93, 99]. Sustentado por estos datos, la FAO estableció en 2006 
como dosis aguda de referencia 0,33 µg OA eq/kg [113]. En este sentido la legislación 
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europea, ya desde el 2004, establece como límite máximo de AO y 
DTXs 160 μg AO eq/kg de carne (en el Reglamento 853/2004).  
1.2.2-HEPATOTOXINAS DE AGUA DULCE 
En lo que respecta a la intoxicación hepática asociada al agua de bebida, la más 
extendida y de la que se tiene más conocimiento es la intoxicación con microcistina y 
sus variantes: LR, RR, e YR (los aminoácidos en la posición 2 de la molécula proveen 
la base para la nomenclatura de estas moléculas. Ej.: la microcistina-LR tiene leucina 
en la posición 2). El primer caso de seres humanos intoxicados a causa de 
microcistinas del que se tiene conocimiento se remonta a 1930, y fue en Estados 
Unidos de América [114]. Las microcistinas son péptidos cíclicos, producidos por 
numerosas especies de cianobacterias de los géneros Microcystis, Anabaena, 
Nodularia y Nostoc entre otros  [59]. Entre las cepas más virulentas de estas 
cianobacterias se encuentran Microcystis aeruginosa [115]. Estas moléculas inhiben 
fuertemente las fosfatasas de serina-treonina PP1 y PP2A [19]. La microcistina-LR 
inhibe con mayor potencia la PP2A que la PP1, y a su vez esta inhibición es cerca de 
10 veces más potente que la producida por el AO [116]. Una intoxicación aguda puede 
causar hemorragia en hígado o fallo hepático, y de hecho ha causado la muerte de 
muchos animales [19, 117]. Sin embargo, este tipo de intoxicación aguda, 
consecuencia de la ingesta de agua contaminada, no parece probable en el hombre, 
por el desagradable aspecto y condiciones organolépticas que el agua presenta 
cuando alberga gran cantidad de cianobacterias. 
La consecuencia más grave para la salud pública se debe a su efecto a largo plazo, 
pues un consumo de aguas contaminadas con cantidades relativamente pequeñas, y 
continuado en el tiempo, tiene una clara relación con una mayor incidencia de tumores 
hepáticos en zonas del planeta donde se bebe agua procedente de zonas superficiales 
cargadas de cianobacterias [118]. Esta relación se ha demostrado en modelos 
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animales [19]. A pesar de ser estas las consecuencias más probables,  cabe citar que 
se han documentado una serie de muertes atribuibles a las cianotoxinas, si bien, no 
fueron consecuencia de la ingesta de aguas contaminadas. En 1996 murieron más de 
20 pacientes que estaban recibiendo tratamiento en una unidad de hemodiálisis de un 
hospital de Brasil. La microcistina (en combinación con cilindrospermopsina) produjo 
un fallo renal fatal a los afectados [119].  
Debido probablemente a que la microcistina-LR es las más frecuente y extendida de 
las toxinas de agua dulce, es la única cuya presencia en los recursos de agua 
dedicados al consumo humano está regulada. La OMS recomienda que la 
microcistina-LR no supere 1 µg/ litro de agua, y así, el Real Decreto 140/2003 exige 
que la presencia de microcistinas (sin especificar variantes) en los recursos de agua 
destinados al consumo humano no superen el microgramo por litro de agua. Sin 
embargo, además de la citadas microcistinas, cada vez están más presentes en 
embalses, ríos, etc. otras toxinas de agua dulce que en un tiempo se consideraron 
menos importantes, pero que en estos últimos años han ganado interés para la 
comunidad científica. Este es el caso de la cilindrospermopsina. 
La CYN es un alcaloide tricíclico, de 415 Da. Se mantiene estable en diversas 
condiciones de pH, temperatura y luminosidad, y al ser un zwitterión (molécula neutra 
con una carga positiva y otra negativa en distinta localización dentro de la misma 
molécula) presenta una alta solubilidad en agua [120, 121]. 




Figura 2: Estructura química de la CYN [122] 
 
La CYN fue aislada e identificada por primera vez en 1992 a partir de la cianobacteria 
Cylindrospermopsis raciborskii [123]. Actualmente, esta cianobacteria de distribución 
mundial se sigue considerando la principal productora de CYN [124]. Aunque algunas 
cianobacterias tóxicas son capaces de sobrevivir en aguas gélidas, como es el caso 
del género Plantothrix [19], Cylindrospermopsis raciborskii y otras cianobacterias 
productoras de CYN y de Microcistinas ocupan un hábitat tropical, de aguas cálidas. 
Sin embargo, en las últimas décadas se ha venido extendiendo su presencia a 
diversas latitudes templadas [125]. Los ecosistemas acuáticos mundiales muestran 
una tendencia de contaminación creciente (por tanto aguas más ricas en nitrógeno y 
fósforo), lo que sumado al proceso de calentamiento del planeta, crea hábitats más 
favorables para el crecimiento de estas cianobacterias [126], debido a esto se espera 
que con el tiempo estos microorganismos tengan mayor predominancia.  
Además de Cylindrospermopsis raciborskii, se han identificado otros géneros de 
cianobacterias que también producen CYN, o alguno de sus análogos (7-deoxi-CYN y 
7-epi-CYN), como por ejemplo Aphanizomenon, Anabaena, Umezakia, Raphidiopsis, 
Lyngbya [115], y Aphanizomenon gracile que recientemente se ha incluido en el grupo 
de productoras de estas cianotoxinas [127]. Se cree que estas especies productoras 
de CYN podrían estar muy relacionadas genéticamente, lo que refuerza la hipótesis de 
que la elevación en la temperatura del planeta permitió a estos organismos colonizar 
áreas cada vez más septentrionales [128]. 
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En humanos la principal vía de entrada de esta toxina al organismo es la ingesta de 
agua de bebida, aunque también puede producirse el contacto a través de aguas de 
recreo, y en algunos casos a causa de la ingesta de invertebrados y vertebrados como 
bivalvos, crustáceos o peces. En este sentido, varios estudios han demostrado que la 
bioacumulación de esta toxina es frecuente [129-131], por ejemplo, se sabe que los 
cangrejos de río, estando en aguas contaminadas durante 14 días acumulan 
cantidades de CYN considerables (mayores en hepatopáncreas) [130]. La primera 
intoxicación conocida a causa de esta toxina se remonta a 1979 y ocurrió en Palm 
Island (Australia). En ella se vieron afectadas 148 personas. Los primeros síntomas se 
relacionaron con un síndrome gastroentérico, e incluían dolor abdominal y vómitos (un 
cuadro clínico compatible con una hepatitis). En horas posteriores los pacientes 
manifestaron fallo renal y diarrea sanguinolenta. Los pacientes intoxicados se 
recuperaron entre los 4 y 26 días post-ingesta [132]. En aquel momento se postularon 
varias causas probables, como por ejemplo el consumo de mangos inmaduros [132], 
pero un estudio posterior, en 1983 confirmo la relación de esta intoxicación con el 
suministro de agua de la zona, y algunos años más tarde se relacionó con las 
cianobacterias Anabaena circinalis y la posteriormente identificada Cylindrospermopsis 
raciborskii [133]. 
Diversos estudios desarrollados con modelos in vivo, además de los signos clínicos de 
los seres humanos que se han visto afectados, muestran que la CYN es 
principalmente hepatotóxica, independientemente de la vía de administración [121]. Un 
estudio realizado mediante bioensayo en ratón concluyó que los primeros síntomas de 
los animales tras la administración de la toxina por vía oral, fueron anorexia, diarrea y 
disnea. Tras realizar las necropsias, como principal lesión macroscópica se encontró 
tejido hemorrágico en hígado, aunque también en pulmón, riñón, intestino delgado y 
glándulas adrenales. Microscópicamente las principales lesiones encontradas fueron 
necrosis en hepatocitos, lipidosis y la formación de trombos de fibrina en el hígado y 
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pulmones, así como algún foco necrótico en nefronas [134, 135]. En consonancia con 
los resultados del estudio anterior, algunos autores, le otorgan a la CYN la categoría 
de citotoxina, por la variedad de órganos a los que afecta además del hígado, 
principalmente riñón, pulmón, corazón, timo, glándulas adrenales, tracto intestinal, 
médula ósea y colon [136-139]. Así mismo cabe destacar la toxicidad fetal que se 
induce en ratonas gestantes cuando son tratadas con CYN [140], lo que podría estar 
relacionado con el efecto que tiene esta molécula sobre el estatus hormonal y la 
relación progesterona/estrógenos [141]. La toxicidad que presenta la CYN es muy 
variable en función del modelo animal que se emplee en el estudio, incluso parece 
haber una variabilidad considerable entre individuos de la misma especie [124].  
En este sentido, la DL50 oral en animales es también variable  [142, 143]. Por vía oral 
en ratones, la dosis letal más baja observada por Seawright et al. es de 4,4 mg/kg, 
mientras que la dosis no letal más alta observada es de 6,9 mg/kg de equivalentes de 
alcaloide (en estos experimentos se emplearon extractos celulares) [143]. Otros 
autores han informado de que aproximadamente la mitad de los ratones alimentados 
con 6 mg/kg mueren tras 5 días [143]. En este estudio, más de la mitad de los ratones 
a los que se les administró lisado con CYN en concentraciones de entre 6 y 8 mg/kg, 
murieron entre 2 y 6 días después [143]. Se administraron dosis únicas lo que no les 
permitió a los autores determinar la DL50 para las concentraciones estudiadas. Por otra 
parte otros estudios aportan datos de DL50 trascurridas 24 h desde la administración 
vía intraperitoneal de la toxina. En estas publicaciones se aprecia una gran variación 
entre los valores, y esta variación no se relaciona en modo alguno con la cantidad de 
CYN presente en los extractos inyectados. Falconer et al. publicaron un artículo en 
1999 en el cual afirman que la toxicidad de esta cianotoxina administrada vía oral es 
25 veces menor que cuando la vía de administración es intraperitoneal. Debe tenerse 
en cuenta que estos experimentos, así como los realizados por Sewright et al., se 
realizaron utilizando extractos celulares que contenían CYN, por lo que no puede 
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descartarse el efecto de otros componentes del extracto en la toxicidad observada. 
Ohtani et al., utilizando CYN purificada, determinaron la DL50 por vía intraperitoneal en 
ratones que resultó ser de 2 mg/kg, a las 24 h y 0,2 mg/kg, si se administra de 4 a 
6 días, lo que indica que administrar dosis bajas repetidas durante varios días produce 
una mayor toxicidad que una única dosis puntual, aunque la cantidad de toxina de ésta 
dosis única sea mayor que el conjunto de todas [121, 123]. 
Estudios realizados sobre modelos in vitro apuntan a que la CYN es más citotóxica 
sobre hepatocitos primarios que sobre otras líneas celulares [121], en este sentido, 
Chong et al vieron que para hepatocitos primarios (H.P.) de rata la DL50 a 72 h era de 
96,15 nM = 40 ng/ml, mientras que para la línea celular KB (adenocarcinoma cervical) 
la DL50 a las 72 h es mayor de 200 ng/ml [144]. En lo referente a la toxicidad aguda de 
la CYN, se sabe que ésta se relaciona con los metabolitos de la toxina que son 
generados por mediación del citocromo P450 [145-148], por tanto, la metabolización 
hepática hace que esta toxina resulte más potente. Sin embargo, a largo plazo, la 
toxicidad de la CYN parece tener más relación con la inhibición de la síntesis 
proteica [61, 139] y la inhibición de la síntesis de glutatión [145, 146]. Por otro lado 
también está demostrado in vitro que la exposición a dosis no citotóxicas de CYN 
puede tener efecto carcinogénico si la exposición se dilata en el tiempo [115, 136, 145, 
149-151]. 
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Figura 3: Resumen gráfico de los efectos conocidos de la CYN.
 
1.3-HÍGADO COMO MODELO DE ESTUDIO 
En los mamíferos, el hígado, es un órgano muy irrigado (a él le llega el 24% del gasto 
cardíaco) que tiene diversas funciones como la síntesis de ácidos biliares que 
participan en la digestión de los alimentos, el metabolismo de glúcidos y lípidos, la 
reserva de ciertos elementos, vitaminas (como la B12) y glucógeno, y la síntesis de 
factores de coagulación (como el fibrinógeno y la protrombina). Pero una de sus 
funciones más destacadas es la detoxificación de la sangre que entra en el 
parénquima hepático a través de la vena porta. Esta sangre que se recoge del tracto 
intestinal y el bazo, confluye en el hígado y pasa a través del mismo para que los 
nutrientes y otras moléculas, como los principios activos de los fármacos y las toxinas, 
sean metabolizadas [152]. Del proceso de metabolización de las toxinas pueden 
resultar moléculas inocuas, o moléculas con una mayor capacidad nociva que la que 
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tenían antes de ser metabolizadas [153]. Sabiendo que al hígado llega gran parte del 
volumen sanguíneo circulante, y que en él se metaboliza casi toda sustancia que vaya 
a ser excretada del organismo, no debe extrañar que muchas toxinas tengan un efecto 
nocivo sobre este órgano, aún en el supuesto de que éste no fuese su diana principal. 
Por eso el hígado es un órgano a tener en cuenta en el estudio de las toxinas. 
Para el estudio del efecto de sustancias sobre la función hepática, el empleo de 
modelos de experimentación in vitro ofrece ciertas ventajas frente al empleo de 
modelos animales. Las necesarias consideraciones éticas en el ámbito de la 
investigación empujan a reducir al máximo el número de animales empleados con 
fines científicos y experimentales. En este sentido, con el empleo de cultivos celulares, 
como método alternativo, se satisface la regla de las tres erres (reemplazo, reducción 
y refinamiento). Ésta “regla”  se contempla ya desde los años 50 por la comunidad 
científica, y la normativa europea y nacional (relativa a la protección de los animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos) exige su cumplimiento. En 
este contexto, se escogió como modelo de estudio dos líneas celulares de origen 
hepático: una línea de hepatocarcinoma humano (HEPG2) y otra de hepatocitos 
inmortalizados de rata (Clone 9). Tras comprobar en los primeros estudios, la 
variabilidad en los efectos que el AO y la DTX-2 tienen en función de la línea celular, y 
considerando lo que otros autores habían visto previamente respecto a la mayor 
sensibilidad de los hepatocitos primarios frente a algunas toxinas, nos decantamos por 
el empleo de H.P. de rata en los experimentos consiguientes. Estos cultivos primarios 
mantienen unas características más próximas a los hepatocitos en su ambiente natural 
que las líneas celulares, por lo tanto los estudios llevados a cabo con cultivos 
primarios, son más relevantes, aunque también más complejos. Aportan datos acerca 
del efecto que pueden tener las toxinas, que generalmente son más reproducibles en 
el animal vivo, y por tanto son más útiles a la hora de determinar el potencial daño que 




































La creciente presencia de diversas ficotoxinas, tanto en aguas marinas como en los 
recursos hídricos, ha despertado gran interés en la comunidad científica por conocer 
cómo estas moléculas ejercen su toxicidad sobre los seres vivos. 
El objetivo de la presente tesis doctoral es esclarecer, en la medida de lo posible, la 
citotoxicidad y los mecanismos de acción de las ficotoxinas de agua marina AO y 
DTX-2, y de agua dulce CYN, sobre dos líneas celulares hepáticas (HepG2 y Clone 9), 
y sobre H.P. de rata. En este sentido, podemos clasificar nuestros objetivos en dos 
partes: 
 
 Analizar el efecto comparado del ácido okadaico y de la dinofisistoxina-2 en las 
líneas hepáticas Clone 9 y HepG2, y en H.P. de rata determinando: 
o La toxicidad relativa en los distintos tipos celulares. 
o La diferencia entre los valores de toxicidad in vitro, con los que se 
conocen in vivo. 
o Tipo de muerte inducida por ambas toxinas en los distintos tipos 
celulares. 
o Alteraciones en la proliferación celular de las líneas hepáticas en 
estudio, y de hepatocitos primarios expuestos a mitógenos. 
 
 Analizar el efecto de la CYN, a concentraciones sub-micromolares, en cultivos 
de H.P. de rata determinando: 
o La toxicidad y el tipo de muerte celular inducida por la toxina . 
o La posible participación del estrés oxidativo en la inducción de 
muerte celular. 
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o El efecto en el metabolismo antioxidante celular. 
o El efecto sobre la síntesis de proteínas. 
o La relación entre la inhibición de la síntesis de proteínas y la 




































En este apartado se presentan los resultados obtenidos durante el transcurso de esta 
tesis doctoral. Estos resultados se incluyen en los tres artículos adjuntos, publicados 
en revistas internacionales. En los dos primeros artículos se muestran los datos 
obtenidos tras la evaluación comparada de AO y DTX-2 sobre células hepáticas 
(HepG2, Clone 9 y H.P. de rata), y el tercer artículo recoge los resultados derivados de 
los ensayos realizados con CYN sobre H.P. de rata. En cada uno de los artículos los 
resultados se acompañan de la metodología científica empleada y de las conclusiones 
obtenidas en cada caso. 
3.1-Estudio comparado de AO y DTX-2 sobre células hepáticas. 
3.1.1-Okadaic acid and dinophysis toxin 2 have differential toxicological effects 
in hepatic cell lines inducing cell cycle arrest, at G0/G1 or G2/M with aberrant 
mitosis depending on the cell line. 
RESUMEN: 
El ácido okadaico es una de las toxinas implicadas en la Intoxicación diarreica por 
mariscos que afecta al ser humano, y cuya aparición se asocia al consumo de bivalvos 
contaminados. Las principales toxinas responsables de esta Intoxicación son el ácido 
okadaico (AO), la dinofisistoxina-1, -2, y -3 (DTX-1, -2 y -3). Por un lado, tras inyección 
intraperitoneal en ratón, la DTX-2 es aproximadamente un 40% menos tóxica que el 
AO. Por otro lado, la citotoxicidad y la genotoxicidad del AO es muy variable en función 
de las líneas celulares en las que se evalúe, por lo que resultados similares podrían 
esperarse de la DTX-2. Para determinar si efectivamente este supuesto es cierto, 
nosotros estudiamos el efecto del AO y la DTX-2 en dos líneas celulares de origen 
hepático: HepG2 y Clone 9. Es este estudio se evaluó la citotoxicidad, y el efecto 
sobre el ciclo celular y su regulación. Los resultados obtenidos indican que en cultivos 
de Clone 9 tanto el AO como la DTX-2 son equipotentes, mientras que sobre células 
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de HepG2 el AO es más potente que la DTX-2. Ambas toxinas tienen efectos 
contrarios en lo que respecta al ciclo celular, ya que detienen el ciclo celular de 
Clone 9 en G2/M e inducen mitosis aberrantes, mientras que en HepG2 el ciclo celular 
se detiene en G0/G1. El estudio del efecto de estas toxinas sobre la distribución 
subcelular de p53 reveló su presencia en el núcleo de ambos tipos celulares. La 
expresión génica de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas fue diferente para las 
dos líneas celulares. Las toxinas inducen un incremento en la expresión de ciclinas A, 
B, y D en las células Clone 9 mientras que en HepG2 las ciclinas A y B decrecen, así 
como también decrece la expresión de la quinasa 1 dependiente de ciclina.
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3.1.2- Comparative study of toxicological and cell cycle effects of okadaic acid 
and dinophysistoxin-2 in primary rat hepatocytes. 
RESUMEN: 
En este trabajo nos planteamos como objetivo de este estudio determinar la toxicidad 
relativa y los efectos que tienen sobre el ciclo celular de hepatocitos primarios de rata 
en cultivo el ácido okadaico y dinofisistoxina-2. Para evaluar la citotoxicidad se empleó 
el ensayo colorimétrico basado en la reducción metabólica del MTT 
(metiltiazoltetrazolio), el análisis de la actividad de la caspasa-3, y la liberación de LDH 
(lactato deshidrogenasa) al medio de cultivo. El ciclo celular se analizó empleando 
citometría de flujo con análisis de imagen, y el efecto de las toxinas sobre la 
proliferación celular se evaluó a través de PCR cuantitativa y microscopía confocal. 
A partir de los ensayos realizados observamos que para los H.P. en cultivo la DTX-2 
es menos tóxica que el AO con una diferencia de potencia similar a la observada in 
vivo en ratones tras inyección intraperitoneal. A su vez, ambas toxinas inducen 
apoptosis con un incremento significativo de la actividad de la caspasa-3 en los 
cultivos tratados. Estas toxinas inhibieron el ciclo celular de los hepatocitos en G1, 
modificando las células diploides y las diploides binucleadas. En hepatocitos 
proliferantes expuestos a las toxinas se detectó como la expresión del gen y los 
niveles de proteína p53 decrecieron. Por otro lado, el estudio del citoesqueleto de 
tubulina de los H.P. expuestos a DTX-2 y AO puso de manifiesto que esta proteína se 
localizaba en el núcleo, mientras que en el citoplasma mantenía un patrón granulado. 
Los datos obtenidos de este trabajo demuestran la diferencia de potencia que tienen el 
AO y la DTX-2 sobre los H.P. de rata en cultivo, y la diferencia de potencia que tienen 
es igual a la observada in vivo tras inyección intraperitoneal en ratones. Ambas toxinas 
detuvieron el ciclo celular de los H.P. en G1, incluso de células binucleadas diploides. 
En esta inhibición del ciclo celular podría estar involucrado p53 así como la tubulina.  
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3.2-Estudio de la CYN sobre H.P. de rata. 
3.2.1-Protein Synthesis Inhibition and Oxidative Stress Induced by 
Cylindrospermopsin Elicit Apoptosis in Primary Rat Hepatocytes. 
RESUMEN: 
La presencia de organismos productores de cianotoxinas nocivas para el ser humano 
y los animales en diversas regiones del planeta va en aumento con el paso del tiempo. 
La cilindrospermopsina (CYN) hoy en día se reconoce como una cianotoxina de agua 
dulce ampliamente distribuida. Se ha demostrado que esta toxina inhibe la síntesis 
proteica, así como la síntesis de glutatión. Dado que el hígado parece ser el principal 
órgano afectado por esta toxina, nosotros empleamos cultivos de H.P. de rata para 
estudiar el efecto que esta toxina (dosis de rango nanomolar) tiene sobre el tipo de 
muerte celular. También fue objeto de estudio la probable participación de las especies 
reactivas de oxígeno en la muerte celular inducida por esta toxina, la relación entre la 
inhibición de la síntesis proteica y la citotoxicidad, y la regulación de la posible 
respuesta antioxidante por parte de la célula. En este sentido observamos como la 
CYN indujo apoptosis en este tipo de células. A las concentraciones empleadas en 
este trabajo, la inhibición de la síntesis proteica y el estrés oxidativo están involucrados 
en la muerte celular por causa de la toxina. Así mismo, se observó una activación de la 
respuesta antioxidante celular desde un punto de vista tanto transcripcional como 
translacional.
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La presencia de las ficotoxinas en aguas marinas y continentales, y también en 
productos del mar empleados para el consumo humano hace necesario tener un mejor 
y mayor conocimiento del mecanismo de acción de estas toxinas para aportar a quien 
corresponda, mejores herramientas de decisión con el fin de adoptar medidas de 
protección de la salud pública más eficientes, equilibradas y ajustadas al peligro real 
que estas toxinas suponen. Como resultado de los experimentos llevados a cabo en 
esta tesis, se obtuvieron una serie de resultados que a continuación se discuten. 
4.1.-Estudio del efecto de las toxinas diarreicas (AO y DTX-2) sobre hepatocitos 
primarios y transformados 
Por un lado, en la presente tesis doctoral se realizó un análisis toxicológico de AO y 
DTX-2 sobre las células Clone 9, HepG2 y H.P. de rata, para así profundizar en el 
conocimiento de los mecanismos de acción de estas toxinas y evaluar 
comparativamente, analogías y diferencias del AO respecto de la DTX-2. Estos 
resultados se publicaron en sendos trabajos titulados “Okadaic acid and dinophysis 
toxin 2 have differential toxicological effects in hepatic cell lines inducing cell cycle 
arrest, at G0/G1 or G2/M with aberrant mitosis depending on the cell line” y 
“Comparative study of toxicological and cell cycle effects of okadaic acid and 
dinophysistoxin-2 in primary rat hepatocytes”. En los citados estudios, se observó 
cómo el AO y la DTX-2 son equipotentes para la línea celular Clone 9, mientras que 
para las células HepG2, así como para los H.P. de rata, la DTX-2 es un 40% menos 
potente que el AO. Ésta diferencia de potencia es la misma que observaron Aune et.al. 
tras la administración intraperitoneal de las toxinas en ratones [77]. Sin embargo en 
otros artículos publicados, realizados con cultivos de neuronas cerebelares, la 
diferencia de potencia entre AO y DTX-2 es mayor [112] que la que nosotros 
observamos en la línea HepG2 y en el cultivo primario de hepatocitos.  
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La toxicidad que el AO mostró en nuestros ensayos, se encuentra entre los límites 
anteriormente publicados por otros grupos que han descrito IC50 entre 5 y 
100 nM [154-157]. Las células Clone 9 y los H.P. cuando son expuestas al AO y a la 
DTX-2 muestran una sensibilidad similar, y a su vez son más sensibles que las 
HepG2. Aunando algunos datos publicados anteriormente junto con los obtenidos en 
ésta tesis, parece claro que las líneas celulares no son el mejor modelo para el estudio 
de la toxicidad relativa entre estas toxinas debido a la variabilidad de los resultados 
observados entre estas.  
4.1.1-Estudio de la citotoxicidad del AO y la DTX-2 en células hepáticas 
Cuando estudiamos el tipo de muerte celular inducida por el tratamiento de las células 
hepáticas con AO y DTX-2 vimos que en las células Clone 9 la población subdiploide 
aumentó respecto a las células no expuestas a las toxinas, y lo hizo en mayor grado 
cuando se emplearon mayores concentraciones de ambas moléculas. Además, en el 
estudio de p53, se observó cómo ésta proteína había migrado al núcleo en las células 
tratadas. Para entender mejor la implicación de este hallazgo cabe citar algunos 
aspectos funcionales de p53, también conocida como “proteína supresora tumoral”. Se 
conoce el papel trascendental que p53 juega en la respuesta de las células ante 
estímulos lesivos, ante los cuales, esta proteína se activa para impedir la progresión 
de células mutadas o dañadas. p53 es un factor de transcripción cuya expresión se 
induce ante múltiples señales de daño celular (la más estudiada el daño del ADN). La 
activación de p53 supone a su vez una regulación positiva o negativa (según los 
casos) de distintos genes efectores involucrados en diversas funciones celulares, entre 
las que cabe destacar la detención del ciclo celular, la senescencia y la 
apoptosis [158]. La proteína p53 es compleja en su estructura y también posee una 
vasta complejidad funcional. Además, esta proteína sufre diversas transformaciones 
post-transcripcionales como son la fosforilación, la acetilación y la ubiquitinización. 
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Estas modificaciones acontecen previa migración de p53 al núcleo, y actúan como 
eficientes herramientas para regular la activación-desactivación de p53, así como su 
estabilidad y su vida media [159]. Además de las vías clásicas de actividad de p53 
dependientes de la transcripción de diversos genes, estudios más recientes han 
demostrado las bases del mecanismo de acción de p53 cuando ejerce una actividad 
proapoptótica independiente de transcripción [160, 161], que además tiene lugar en 
cualquier tipo de célula que se vea sometida a alguno de los factores estresantes que 
activan p53, como son por ejemplo el daño del ADN y la hipoxia [160-162]. 
Posteriormente otros grupos corroboraron con sus estudios la existencia de una 
muerte celular programada mitocondrial, mediada directamente por p53 [163-167]. 
Considerando las vías que p53 emplea para inducir la muerte programada de las 
células, la presencia de p53 en el núcleo de las células Clone 9 tratadas indica que al 
menos cierto grado de apoptosis está involucrado en la citotoxicidad observada tras la 
incubación de esta línea celular con las ficotoxinas. Este hecho no ocurre en el caso 
de la línea de hepatoma humano HepG2. Sin embargo, en los H.P., tanto la población 
sub-G0 como la actividad de la caspasa-3 aumentaron significativamente, lo que 
apunta a que también en este caso la apoptosis está implicada, en la muerte de los 
H.P. no obstante, no puede descartarse la posible presencia de necrosis celular, ya 
que los hepatocitos tratados liberaron cierta cantidad de LDH al medio de cultivo. 
4.1.2-El AO y la DTX-2 afectan de distinta manera el ciclo celular de distintos 
tipos de células hepáticas 
Las dos toxinas inhibieron el ciclo celular de las líneas celulares estudiadas y de los 
H.P. de rata, pero lo hicieron en diferentes fases. Sobre las Clone 9, el AO y la DTX-2 
tienen un efecto similar, inhibiendo el ciclo celular en G2/M e induciendo la aparición 
de células con mitosis aberrantes. Esto se deduce del hecho de que la población de 
células Clone 9 con múltiples núcleos es producto de una segregación aberrante de 
los cromosomas, sin que exista variación en la cantidad de ADN con respecto a 
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células en G2. La segregación aberrante de los cromosomas impide la progresión del 
ciclo celular, posiblemente induciendo muerte celular. El hecho de que se observen 
más células con mitosis aberrantes en células tratadas con AO 30 nM con respecto a 
las tratadas con AO 60 nM, mientras que se observa una mayor población apoptótica 
en las tratadas con AO 60 nM soporta esta hipótesis. En el caso de las HepG2 y los 
H.P. proliferantes, el ciclo celular se detiene en G0/G1. En ambos tipos celulares, al 
igual que ocurría al comparar la potencia de las toxinas entre sí (donde la toxicidad de 
la DTX-2 era 0,6 veces la del AO), el tratamiento con AO se asocia a mayor inhibición 
del ciclo celular que en el caso de las células tratadas con DTX-2. 
Estudios previos a la realización de esta tesis, demostraron que tras estimulación 
mitogénica, la población de células binucleadas en cultivos de H.P. aumenta [168-
170]. Estas células en presencia de mitógenos, progresan a través del ciclo celular 
generando dos células mononucleadas (4n) [171]. En este sentido, nosotros 
observamos cómo las células que se preincubaron con factor de crecimiento 
hepático (HGF) y luego se expusieron a las toxinas, muestran mayores poblaciones de 
células binucleadas. Esto deriva de la inhibición del ciclo celular en G1 de células 
binucleadas. 
Por lo tanto, tanto el AO como la DTX-2 alteran el ciclo celular en cualquiera de los 
modelos estudiados, si bien lo hacen en distintas fases en función de la célula que se 
trate, (G2/M en Clone 9, G0/G1 en HepG2 y H.P. de rata).  
Estos resultados en conjunto con los obtenidos en los experimentos de toxicidad, 
refuerzan la idea de que probablemente los H.P. sean un mejor modelo que las líneas 
transformadas para el estudio de estas toxinas, debido a la variabilidad de resultados 
que se observan en las líneas celulares.  
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4.1.3-El AO y la DTX-2 alteran la expresión de ciclinas en las células estudiadas 
Las ciclinas son proteínas reguladoras de la actividad enzimática de las quinasas 
dependientes de ciclinas (CDKs), y ambas son dos grupos de proteínas que regulan 
positivamente la progresión del ciclo celular [172], ya que cuando las CDKs están 
activadas regulan la actividad de proteínas reguladoras específicas que median y 
regulan la transición desde G1 hasta M en células proliferantes. Las ciclinas son 
sintetizadas durante las fases G1, S, y G2, y son degradadas tras cumplir su función, o 
destruidas al final de la mitosis [173, 174]. Se han descrito diversos grupos de ciclinas, 
y todas ellas cuentan con un dominio bastante conservado, responsable de su unión a 
las CDKs [175]. Las ciclinas C, D, y E (CC, CD, y CE) son características de la fase 
G1. Cuando la célula recibe señales mitóticas, comienza la expresión de la CD y de la 
CE, siendo el complejo CE-CDK2 el que determina la transición de la fase G1 a S. En 
este punto, al finalizar la fase G1, se encuentra el punto de restricción (PR), a partir del 
cual la mitosis progresa independientemente de las señales mitóticas o antimitóticas 
que la célula reciba. En el comienzo de la fase S las ciclinas D y E son degradas, 
mediante ubiquitinización y posterior direccionamiento hacia el proteosoma, sólo 
entonces comienza la síntesis de la ciclina A (CA). Durante la fase G2 aumenta la 
cantidad disponible de ciclinas A y B, y cuando la ciclina B (CB) entra en el núcleo 
comienza la mitosis. La degradación de la CB durante la fase M es imprescindible para 
que se produzca la correcta segregación de los cromosomas y que el ciclo 
continúe [174]. Por tanto, las ciclinas A y B realizan su principal función durante la 
mitosis  [173, 175] (Figura5). Otras ciclinas recientemente descritas son las ciclinas F y 
G, pero de estas se tiene menor información. Se cree que la ciclina F controla el paso 
de la fase G2 a M, y que la ciclina G actúa frente al daño en el ADN [176, 177]. 




Figura 5: Implicación de las ciclinas D, E, A, y B (CD, CE, CA, y CB) en la progresión y las distintas fases 
del ciclo celular. Siendo Ubiquitina (UB), Punto de restricción (PR), Puntos de control de G1, de G2 y de 
M (PC G1, PC G2, PC M). 
 
A lo largo del ciclo celular existen diversos puntos de control (PC) que verifican el 
correcto desarrollo del proceso. Al comienzo de la fase M está el PC de ADN no 
replicado [178]. Al final de la mitosis el PC de la separación de cromosomas 
comprueba el correcto alineamiento de los cromosomas en el huso mitótico. Si esta 
alineación es incorrecta, la CB no se degrada y se impide por tanto la 
citoquinesis [179]. Además, también existen PC de daño de ADN, localizados en G1, 
S, y G2 (Figura 5). Si se detecta alguna deficiencia se activa la proteína p53 que 
detiene el ciclo celular e intenta reparar el daño. En caso de no ser posible la 
reparación se induce apoptosis de la célula [180, 181]. 
Tras evaluar el perfil de expresión de las ciclinas en las células hepáticas tratadas con 
AO y DTX-2 en comparación con los controles, se vio que en el caso de las Clone 9 la 
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expresión de las ciclinas A, B, y D estaba aumentada. Esto está de acuerdo con los 
resultados observados en la progresión del ciclo celular después de la exposición a 
AO y DTX-2. El incremento en la expresión de las ciclinas mencionadas permiten a las 
células pasar de la fase G1 a la fase de síntesis de ADN (S), para finalmente una vez 
alcanzada la fase G2 ser incapaces de segregar los cromosomas correctamente 
durante la mitosis. Se ha demostrado que en células con fallos en los puntos de 
control mitóticos (y consecuentemente células con una alineación inadecuada de los 
cromosomas) se induce apoptosis tras la segregación incorrecta de los 
cromosomas [182]. De igual manera, se ha demostrado que en el cortex cerebral de 
ratas, el AO induce la expresión de la ciclina B1 y mitosis catastróficas, resultado de 
una combinación de puntos de control del ciclo celular deficientes y daño 
celular [183] [184]. El incremento de las ciclinas A y B1 inducido por AO y DTX-2 en 
células Clone 9 apunta a la inducción de apoptosis como consecuencia de una 
segregación aberrante de los cromosomas. En el caso de las células HepG2 al igual 
que en Clone 9, observamos una regulación positiva de la ciclina D, sin embargo las 
ciclinas A2 y B1 estaban sub-expresadas respecto a los controles. Esto es concordante 
con los datos obtenidos por citometría de flujo, en los cuales se observó una inhibición 
del ciclo en G0/G1 sin apreciarse mitosis aberrantes. Como hemos mencionado, en el 
comienzo de la fase S del ciclo celular la síntesis de ciclina A es imprescindible [185]. 
En los histogramas de citometría de las HepG2 tratadas con AO o DTX-2 se observó 
un desplazamiento de la población en G1 hacia la derecha, es decir, las células están 
entre G1 y S, o se encuentran en la fase S pero incapaces de progresar, posiblemente 
por la carencia de ciclina A. Esta acumulación de células en la fase S también ha sido 
observada con anterioridad por otros autores que trataron células Caco-2 
(adenocarcinoma colorectal humano) con AO en concentraciones similares a las que 
nosotros empleamos [186]. De cualquier modo son necesarios más experimentos que 
ayuden a esclarecer este proceso. 
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4.1.4-Efecto del AO y la DTX-2 sobre la expresión de p53 en células hepáticas 
En lo referente al efecto que el AO y la DTX-2 tienen sobre p53 y el ciclo celular, tanto 
en Clone 9 como en HepG2, se observó la migración de p53 al núcleo. Esto podría 
tener relación con la inhibición del ciclo celular de HepG2 en G0/G1. Sin embargo, en 
los H.P. proliferantes tratados con ambas toxinas la expresión y la presencia de la 
proteína p53 disminuye significativamente. Esta regulación negativa de p53 podría ser 
responsable, al menos en parte de la detención del ciclo celular, ya que, aunque 
resulte confuso, otros investigadores han demostrado que en hepatocitos primarios de 
rata, la presencia de p53 es fundamental para la síntesis de ADN. Al exponer el cultivo 
de H.P. de rata a concentraciones crecientes de HGF vieron cómo se incrementaba la 
expresión de p53 y posteriormente la cantidad de ADN, de forma dosis-dependiente. 
Además comprobaron que al incorporar un oligonucleótido antisentido del ARNm 
codificante para p53, o al añadir al medio de cultivo pifithrin-α (inhibidor de p53), la 
cantidad de ADN en las células se reducía [187]. Por otro lado, se ha demostrado que 
la activación de la ruta p53-p21cip1 determina la entrada de los hepatocitos en la fase S 
del ciclo celular [188]. p21 es el regulador de crecimiento, inducido por p53, mejor 
caracterizado. p21 generalmente se describe como inhibidor del crecimiento, ya que 
inhibe selectivamente alguna CDKs imprescindibles para la progresión del ciclo 
celular. En este contexto, Wierod y colaboradores demostraron que en los H.P. de rata 
en cultivo, el factor de crecimiento epitelial (EGF) estimula la expresión de p53 y p21, y 
que esto es importante para la translocación nuclear de CDK2 y CDK4, y por tanto es 
clave para la progresión del ciclo celular de los hepatocitos hasta la fase S. Por lo 
tanto, estos autores proponen que tanto p53 como p21 pueden jugar un doble papel 
en la regulación del crecimiento de los H.P. de rata, participando tanto en la inhibición 
como en la estimulación de síntesis de ADN, en función de las señales recibidas por 
las células [188]. Todo esto implica que el ciclo celular de los hepatocitos se detiene 
en G1 cuando los niveles de p53 descienden, y eso es precisamente lo que vimos 
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cuando se analizó p53 y el ciclo celular de H.P. proliferantes tratados con AO y DTX-2. 
Los niveles de p53 en H.P. proliferantes descienden y consecuentemente se observa 
una inhibición del efecto del agente mitogénico (HGF). En lo que respecta a la 
localización sub-celular de p53 en los H.P., cuando fueron tratados conjuntamente con 
HGF y toxinas, no se observó cambio alguno en la localización de p53, detectándose 
tanto en el núcleo como en el citosol. Esto podría deberse al tipo de anticuerpo 
empleado en las tinciones, ya que nosotros empleamos un anticuerpo policlonal 
anti-p53 total. Como ya hemos mencionado anteriormente, esta proteína está regulada 
post-transduccionalmente por fosforilación y acetilación [159]. Por esto los resultados 
obtenidos utilizando un anticuerpo para las formas fosforiladas o acetiladas de la 
proteína podrían diferir de los obtenidos utilizando un anticuerpo capaz de reconocer la 
forma sin modificaciones pos-transduccionales. 
4.1.5-El AO y la DTX-2 tienen distintos efectos sobre el citoesqueleto de tubulina 
de hepatocitos 
En los tres tipos celulares estudiados el citoesqueleto de tubulina se vio alterado por 
estas ficotoxinas, pero de diversa manera. En las células Clone 9 examinadas 
mediante microscopía confocal, previa tinción de la β-tubulina y el ADN, tanto el AO 
como la DTX-2, produjeron importantes defectos en la formación de los husos 
mitóticos, lo que tuvo como consecuencia una segregación incorrecta de los 
cromosomas que finalmente nos permitió observar las mitosis aberrantes que se 
presentan en este trabajo. Por otra parte, en la línea HepG2 no se aprecian 
alteraciones evidentes, en lo que respecta a los husos mitóticos. Sin embargo, en 
ambos casos parece haber cierta despolimerización de la β-tubulina. Inesperadamente 
en los H.P. observamos la presencia de tubulina polimerizada en el núcleo. En 2009 
se publicó un artículo en el cual se demostraba que en células expuestas a estrés 
químico la migración de la tubulina al núcleo representa un mecanismo de defensa, 
deteniéndose el ciclo celular, y previniendo la potencial transformación celular hacia la 
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malignidad [189]. Por esto, la presencia de tubulina en el núcleo de H.P. expuestos a 
AO y DTX-2 puede ser una consecuencia del estrés químico producido por estas 
moléculas. Sin embargo, otra posible causa que no debemos descartar es la presencia 
de estas células en condiciones de cultivo, ya que períodos largos de incubación 
pueden producir cierto estrés en las células, estrés que sumado al generado por los 
compuestos en estudio puede producir migración de tubulina hacia el núcleo.  
4.2-Estudio del efecto de CYN sobre hepatocitos primarios 
En esta tesis doctoral también se planteó como objetivo entender el mecanismo de 
acción de la toxina de agua dulce CYN, a fin de aportar información que ayude, en la 
medida de lo posible, a entender el efecto producido por la toxina durante los 
episodios de intoxicación de diversas poblaciones. En el trabajo publicado en la revista 
“Chemichal Research in Toxicology”, denominado “Protein synthesis inhibition and 
oxidative stress induced by cylindrospermopsin elicit apoptosis in primary rat 
hepatocytes” evaluamos diversos aspectos implicados en la muerte de los H.P. de rata 
a causa de la CYN.  
4.2.1-La CYN, a concentraciones nanomolares, es toxica e induce apoptosis en 
H.P. 
A las concentraciones empleadas en nuestro trabajo la CYN demostró ser citotóxica 
para los H.P. con un patrón dependiente de la dosis y del tiempo, siendo la apoptosis 
el principal tipo de muerte celular inducido como lo indican los diversos experimentos 
que llevamos a cabo. En estos experimentos observamos que la actividad de 
caspasa-3 estaba incrementada, de manera dosis dependiente, en las células tratadas 
con CYN. A su vez, experimentos de citometría de flujo por imagen previa tinción de 
yoduro de propidio (I.P.) mostraron un aumento de la población sub-G0 en las células 
tratadas con CYN respecto a los controles. Durante la apoptosis se produce una 
característica fragmentación internucleosomal del ADN por acción de endonucleasas, 
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estas enzimas generan fragmentos de tamaño variable y múltiplos de 
aproximadamente 200 pares de bases [190, 191], y parte de estos fragmentos son los 
que se localizan en la población sub-G0 tras el análisis citométrico. Para confirmar la 
existencia de apoptosis en H.P. tratados con CYN se llevaron a cabo experimentos de 
tinción con Anexina V conjugada con isotiocianato de fluoresceína (FITC) que se 
analizaron por detección espectrofluorimétrica y por microscopía confocal. Estos 
ensayos confirmaron la inducción de apoptosis por CYN, pues todas las 
concentraciones probadas provocaron un incremento del número de células marcadas. 
La Anexina V se une a la fosfatidilserina, que habitualmente se encuentra en la cara 
citosólica de la membrana celular, pero que tras una señal apoptótica, en los primeros 
estadios del proceso, se transloca y se sitúa en la cara externa de la membrana 
celular [192]. Por tanto, como éste es un suceso temprano en la apoptosis, nosotros 
optamos por tratar las células durante 6 h. En este caso se vio como aumentaba la 
proporción de células marcadas, lo que pone de manifiesto que la CYN desencadena 
rápidamente apoptosis sobre los H.P. Además se empleó microscopía confocal para 
evaluar los resultados del marcaje conjunto con I.P. y Anexina V. En este experimento 
vimos un ligero incremento de I.P. en las células que habían sido expuestas a la toxina 
durante 48 h, lo que es indicativo de la pérdida de integridad de la membrana celular.  
A fin de establecer si además de apoptosis, la CYN producía pérdida de integridad 
celular propia de la necrosis, evaluamos la liberación al medio de cultivo de lactato 
deshidrogenasa, que se produce debido a la permeabilización celular que se observa 
durante la muerte necrótica. Sólo se observó un incremento significativo de esta 
enzima tras 72 h de tratamiento. Tanto la tinción nuclear con I.P. que se menciona 
más arriba como la aparición de la LDH en el medio de cultivo, después de largos 
tiempos de incubación, nos indican que es posible la presencia de cierto grado de 
necrosis, sin embargo, es más probable una necrosis secundaria a consecuencia de la 
apoptosis, cuya presencia se ha observado en células en cultivo [29]. Majno et al 
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detallaron ya en 1995 las fases y características de las células apoptótica. Ellos 
describieron una fase tardía de la apoptosis en la que se observan imágenes típicas 
de células necróticas, afirmando que esta segunda fase de apoptosis debía ser 
llamada “necrosis apoptótica” [190]. Un ejemplo de necrosis apoptótica es el de los 
cuerpos hialinos de Councilman, asociados a ciertas enfermedades hepáticas [193]. 
Otros grupos de investigación han empleado la liberación de LDH como método para 
establecer la viabilidad celular de H.P. tratados con la CYN [145, 147]. Estos autores 
emplearon concentraciones de toxina muy superiores a las nuestras, lo que indica que 
la CYN induce apoptosis o necrosis en función de las concentraciones empleadas. La 
presencia de apoptosis a estas concentraciones no se puede descartar debido a que 
los autores mencionados no realizaron experimentos que permitiesen hacerlo. 
4.2.2-La CYN inhibe la síntesis de proteína a concentraciones nanomolares en 
H.P. 
Se sabe que la CYN en concentraciones micromolares inhibe la síntesis de proteínas 
de H.P. de rata y ratón [61, 147]. Para determinar si esto también se observaba a 
concentraciones nanomolares (inductoras de apoptosis), realizamos experimentos 
para determinar la síntesis proteica a través de incorporación le leucina tritiada 
([3H-Leucina]). De forma paralela realizamos experimentos de viabilidad celular con 
alamar blue a fin de establecer si existía alguna relación entre el efecto de la CYN 
sobre la síntesis proteica y la citotoxicidad observada para esta molécula. La CYN 
360 nM al cabo de 24 h ejerció una total inhibición de la síntesis proteica que se 
mantuvo hasta las 48 h. A ésta inhibición le acompañó una disminución en la viabilidad 
celular del 50% y 75% tras 24 y 48 h respectivamente. Sin embargo, cuando la síntesis 
proteica de los H.P. fue inhibida en el mismo grado empleando cicloheximida, la 
toxicidad observada después de 24 y 48 h de tratamiento fue mucho menor, 
comparable a la ejercida por la concentración de CYN de 180 nM, que no produjo una 
total inhibición de la síntesis de proteínas, como si hizo la cicloheximida. Esto nos 
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indicó que la inhibición de la síntesis proteica no es el único mecanismo implicado en 
la muerte celular causada por esta cianotoxina. Sustentando esta hipótesis se 
encuentran los datos obtenidos de los experimentos en los que se expuso a los H.P. a 
CYN durante 6 h para luego seguir incubando las células sin toxina hasta cumplirse las 
24 o las 48 h. Estos demostraron que ante una inhibición de síntesis proteica nula o 
muy inferior a la observada en los experimentos en los que la toxina se mantuvo en el 
medio hasta las 24 y 48 h, se observó una reducción importante de la viabilidad 
celular. Con estos experimentos en los que se renovó el medio de cultivo, retirando la 
toxina después de 6 h de exposición, comprobamos que la inhibición es irreversible ya 
que la tasa de inhibición se mantuvo constante (o incluso disminuyó un poco mas) 
desde las 6 h hasta que se cumplieron las 24 y 48 h. Esto concuerda con lo publicado 
por otros investigadores [147]. Si se comparan los resultados obtenidos de los dos 
grupos de experimentos, se puede ver que la CYN necesita cierto tiempo para ejercer 
totalmente su poder inhibitorio sobre la síntesis de proteínas, una vez que se 
encuentra en contacto con las células. En este sentido, ya se ha demostrado que la 
activación metabólica está implicada en la toxicidad  de la CYN [145, 194], y ésta 
podría ser la razón por la cual las células tratadas con toxina durante 6 h y luego 
incubadas con medio fresco hasta las 24 o 48 h se asocian con menores tasas de 
viabilidad que las células que simplemente permanecieron 6 h en presencia de CYN. 
También está relacionado con este hecho, que siendo la inhibición de la síntesis 
proteica producida por CYN irreversible, y aunque CYN 360 nM inhibió totalmente la 
síntesis proteica después de 24 h, no se observó lo mismo en las células que fueron 
tratadas con CYN 360 nM durante 6 h y que luego fueron incubadas en medio fresco 
hasta las 24 y 48 h. En este último caso, ante una inhibición de síntesis proteica 
irreversible, se esperaría que la síntesis proteica a las 24 y 48 h se mantuviese nula, 
sin embargo como muestran los experimentos realizados, la síntesis a estos tiempos 
fue similar (o ligeramente menor) a la observada en los cultivos control. Esto indica 
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que la activación metabólica producida por CYN puede ser necesaria para posibilitar la 
inhibición irreversible de síntesis proteica. 
4.2.3-El estrés oxidativo está involucrado en la citotoxicidad de CYN en H.P. 
Son varios los trabajos publicados que afirman que tras exponer diversos tipos 
celulares y modelos animales a CYN se reducen los niveles y la síntesis de 
glutatión [146, 148, 195], según Norris et al., in vivo esta disminución no contribuye 
significativamente a la toxicidad aguda de CYN [148]. Otros autores (que también 
observaron mermas de al menos un 50% en los niveles de glutatión en todas las 
condiciones estudiadas) para evaluar el probable incremento de estrés oxidativo en la 
célula emplearon malondialdehído como indicador del mismo, y no observaron cambio 
significativo en los niveles de estrés oxidativo en H.P. de ratón tratados con CYN. Por 
esto consideran improbable que la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
medie en la citotoxicidad asociada a CYN. Sin embargo, ellos emplearon dosis muy 
superiores (CYN 5 µM) a las empleadas en nuestro trabajo, utilizando incubaciones de 
12 h, y en estas condiciones, las células sufrieron muerte por necrosis. [145]. En 
nuestros experimentos, cuando determinamos la presencia ROS en las células 
tratadas con CYN se observó un incremento de este indicador de estrés oxidativo. Las 
ROS aumentaron de un modo dependiente de la concentración de la toxina y del 
tiempo de exposición a la misma. De igual modo, se observa la activación de la 
respuesta antioxidante celular, tendente a contrarrestar esta situación de estrés 
oxidativo a través de la inducción del factor de transcripción NrF2, y la represión de la 
transcripción de Keap1 (inhibidor de NrF2). Como consecuencia, se observa un 
aumento en la concentración intracelular de NrF2. Para determinar si el estrés 
oxidativo observado estaba involucrado en la muerte de los H.P. se utilizó resveratrol, 
una molécula conocida por sus propiedades citoprotectoras frente al estrés oxidativo 
en diversos cultivos celulares incluyendo los H.P. [196, 197]. Este compuesto protegió 
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parcialmente a las células tratadas con CYN. La citoprotección observada fue dosis 
dependiente, al menos durante las primeras 24 h. Sin embargo a las 48 h la actividad 
citoprotectora fue menor. Nuestro trabajo indica que el estrés oxidativo está 
involucrado en la citotoxicidad inducida por la CYN sobre H.P. de rata. Esta diferencia 
con los trabajos realizados por otros autores que se mencionan más arriba podría ser 
debida a las diferentes concentraciones de toxina empleadas. Menores 
concentraciones de CYN durante periodos de incubación más largos inducen 
apoptosis, mientras que mayores concentraciones parecen producir necrosis, en cuyo 
caso el daño a la célula podría ser de tal magnitud que la muerte se produce en un 
corto periodo de tiempo sin dar opción a que se observe estrés oxidativo, o que este 



































5.1-Conclusiones del estudio del AO y la DTX-2 en células hepáticas: 
A. El ácido okadaico y la dinofisistoxina-2 son equipotentes en cultivos de 
hepatocitos transformados de rata (células Clone 9), pero el ácido okadaico es 
más tóxico que la dinofisistoxina-2 en células de hepatoma humano (células 
HepG2) y en H.P. de rata. 
B. Los resultados de viabilidad obtenidos en líneas celulares indican que estas no 
son el mejor modelo predictivo de toxicidad relativa, al menos para las 
moléculas evaluadas. 
C. Los cultivos de hepatocitos primarios mostraron una sensibilidad frente el ácido 
okadaico y la dinofisistoxina-2 similar a la observada in vivo después de 
administración intraperitoneal. 
D. En células Clone 9 el ácido okadaico y la dinofisistoxina-2 indujeron 
alteraciones en la segregación de los cromosomas, generando husos mitóticos 
aberrantes y consecuentemente mitosis aberrantes. 
E. En células HepG2 y H.P. proliferantes no se observaron fallos en la mitosis 
pero las toxinas inhibieron el ciclo celular en fase G0/G1. 
F. Las dos toxinas estudiadas indujeron la sobre expresión de las ciclinas A, B, y 
D en células Clone 9, mientras que en las células HepG2 regularon 
positivamente la ciclina D y negativamente las ciclinas A2 y B1. Estas 
alteraciones se vieron reflejadas en la inhibición del ciclo celular de las células 
Clone 9 en fase G2 y de las células HepG2 en la fase G0/G1. 
G. En H.P. proliferantes, ambas toxinas inhibieron el ciclo celular en G0/G1 
previniendo el incremento en la expresión de p53 inducida por los mitógenos, y 
siendo el efecto del ácido okadaico mayor que el de la Dinofisistoxina-2. 
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H. En las células Clone 9 tratadas se observa como p53 migra al núcleo, sin 
embargo en HepG2 no se observa diferencia en la sub localización celular de 
p53 al comparar las células tratadas respecto a los cultivos control. 
5.2-Conclusiones del estudio CYN sobre H.P. de rata. 
I. A concentraciones nanomolares, la CYN es tóxica para H.P. de rata 
induciendo: 
i. Inhibición de la síntesis de proteínas 
ii. Inhibición del ciclo celular 
iii. Aumento en las especies reactivas del oxígeno 
iv. Activación de la respuesta antioxidante celular 
v. Apoptosis 
J. El estrés oxidativo está involucrado en la muerte celular inducida por 
cilindrospermopsina. 
K. La inhibición de la síntesis de proteínas en H.P. tratados con CYN a 
concentraciones nanomolares es total e irreversible 
L. La activación metabólica de CYN puede ser necesaria para la inhibición de la 
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